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  摘要:目的  建立 RT-PCR 检测胃周淋巴结胃癌转移细
胞的方法,评价其临床应用价值。方法  以 MUC1 cDNA 的
引物建立了 RT-PCR扩增体系及 PAGE-银染检测 PCR扩增
产物的方法 ,并作了优化;在对扩增体系的检测特异性和敏
感性作了分析后,初步检测了临床样品。结果  该扩增体系
具有较好的特异性,敏感性可达 10- 6 Lg RNA, 相当于从 105
个淋巴细胞中检出 1 个胃癌细胞;对临床样品检测的结果与
病理检查结果相符。结论  该法具有较好的可靠性, 可作为
临床常规病理探查的补充检查手段。
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DETECTING GASTRIC CANCER MICROMETASTASES IN
AXILLARY LYMPH NODES BY RT-PCR AMPLIFICATION
AND SILVER STAINING  CHEN Rui-chuan1 , LIN L an2 ,
S U J in-hua1 , et al . 1 Cancer Res. Center , 2 Dep t . of Biology ,
Xiamen Univ1 X iamen 361005 , China
Abstract: Objective  To develop a RT-PCR method for
detecting gastric cancer micrometastases in axillary lymph
nodes. Methods  T he RT-PCR was set up fo r amplifying
MUC1 mRNA and the PAGE-silver staining for detecting am-
plificat ion products. A fter optmizing t he PCR system, the spec-i
ficity and sensit ivity were investigated by amplify ing different
selected samples and ser ial dilution method respectively . This
method w as perfo rmed on axillary lymph nodes and compared
t he results wit h t hat of patholo gical examination for estimating
t he reliability. Results  This system showed a good specificity
and a high sensitivity of detecting one gastr ic cancer cell out of
105 lymphocytes. The r esults co rresponded wit h the pathological
ex amination suggesting a good reliability of this method. Con-
clusion The RT-PCR method possesses a high reliability and
promise in clinical appilcation.
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。近已有 RT-PCR扩增 MUC1 mRNA 检测乳
腺癌的报道
[ 4]






试剂  AMV 逆转录酶、Taq酶、DNase Ñ、内切









标本( 9例) ;正常胃及胃癌组织活检样品(各 10例)
取自胃镜检查患者;样品均作病理常规检查。外周
血取自健康人( 8例) ,常规方法分离白细胞。
引物合成  MUC1及 B-actin 的引物序列均按
文献报道
[ 4]
: M F: 5.-GGTACCTCCTCTCACCTCCT
CCAA-3. 及 MR: 5.-CGTCGTGGACAT GAT GGTA
CC-3. ; AF: 5.-TCATCACCATT GGCAAT GAG-3. ,
AR: 5.-CACTGTGTT GGCGTACAGGT-3. 。以 cD-
NA 为模板, 前者的扩增产物长 288bp, 后者为
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体积中, 含经热变性处理的 RNA 2 Lg、1 mmolPL
dNTPs、20 URNasin、10 U AMV 逆转录酶及 100






20 Ll 的体积中含 1 Ll 逆转录产物、210 mmolPL
M gCl2、100 umolPL dNTPs、1215 pmol 的上下游引
物( AF+ AR或MF+ MR)及 1U Taq酶, 95 e 变性 5
min后进入 PCR循环, 循环参数为 94 e 1 m in、60
e 1 min、72 e 1 min, 40个循环, 72 e 补齐 5 min;
扩增产物以 PAGE-银染分析。
51 PAGE-银染分析
聚丙烯酰胺凝胶浓度为12 %,胶厚为 016 mm,




结   果
一、RT-PCR 扩增条件优化
选定 210 mmolPL MgCl2 浓度下,以不同的退火
温度进行 PCR 扩增, PAGE-银染分析结果; 退火温
度在 60 e 以上时,扩增效果较好,其余均不能产生
理想结果。选定 60 e 退火温度,于 PCR体系中加
不同浓度的 MgCl2 , 扩增后 PAGE-银染分析的结






转录产物进行 PCR 扩增后 PAGE-银染分析。可见
胃及胃癌活检组织和胃癌细胞均有 MUC1 及 B-ac-
t in的扩增产物,而 HL-60、正常淋巴结及外周血细
胞仅有 B-act in的扩增产物, 表明该扩增体系有较好
的特异性(见图 1)。
三、RT-PCR的检测敏感性
将 MGC803总 RNA 的逆转录产物( cDNA)按















Lg RNA) , 再各加入 HL-60
总 RNA的逆转录产物 1 Ll(相当于 011 Lg RNA)混
合为模板,分别以 MUC1的引物及B-act in的引物进
行 PCR扩增, 扩增后分别从 MUCI 及 B-act in 扩增






图 1  RT-PCR的扩增特异性 Ma: pBR322PHae Ó marker; 1BHL- 60;








  图 2  部分胃周淋巴结样品 RT- PCR 检测的结果
Ma: pBR322PHaeÓ m arker
1-7:取自非胃癌患者的胃周淋巴结样品
8-19:取自胃癌患者的胃周淋巴结样品



















































Noguchi报道的上样量是 35 LlP样品, 而作者的上样





需更多的临床考察, 以确定该 RT-PCR 方法的实用
性。
参考文献
[ 1]张琴.肿瘤微转移检测的进展1 J2.国外医学肿瘤分册, 1996, 23:
224
[ 2] Schoenfeld A, Luqmani Y, Smith D, et al. Detect ion of breast cancer
microm etastases in axillary lym ph nodes by using polymerase chain
react ion1J2. Cancer Res, 1994, 34: 2986
[ 3] Kitamura H, Yonezaw a S, Tanaka S, et al. Expression of mucin car-
bohydrates and core proteins in carcinomas of the ampulla of vater:
th eir relationship to prognosis1J2. Jpn J Cancer Res, 1996, 87: 631
[ 4] Noguchi S, Aihara T , Nakamori S , et al. T he detect ion of breast car-
cinoma micrometastases in axillary lymph nodes by means of reverse
transcriptase-polymerase chain reaction1J2. Cancer, 1994, 74: 1595
[ 5] Chom czynsk i P, Sacchi N, et al. S ingle-step method of RNA isolat ion
by acid guanidinium thiocyanate-pheno-l chloroform ext ract ion1 J2.
Anal Biochem, 1987, 162: 156
[ 6]荆永娜, 卢大儒,邱信芳, 等. 影响反转录过程多种因素的探讨
1J2.细胞生物学杂志, 1998, 20: 38
[ 7] Cairns MJ, Murray V, et al. Rapid silver staining and recovery of
PCR products separated on polyacrylamide gels1 J2. Bio Techniques,
1994, 170914
[ 8] Mori M , Mimori K, Inouc H, et al. Detect ion of cancer micrometasta-
ses in lymph nodes by reverse t ranscriptase-polymerase chain react ion
1J21Cancer Res, 1995, 55: 3417











原发性输卵管腺癌( pr imary adenocaroinoma of the fallo-
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